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载长春新碱微泡的体外释药性质研究
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摘要: 目的 考察载长春新碱的聚乳酸 －乙醇酸 －聚乙二醇共聚物( PLGA － PEG) 微泡的体外释药性质。方法 采用 W/
O /W复乳 －溶剂挥干法制备微泡，测定微泡的包封率、粒径和 Zeta电位，考察不同分子量 PLGA，PLGA － PEG加入比例，
以及施加超声对微泡的体外释药的影响。结果 所制备微泡平均粒径约为 1． 27 μm，包封率为( 37． 63 ± 0． 61) %，Zeta电
位为 － 24． 88 mV，低分子量 PLGA微泡释药速率较快，添加 PLGA － PEG的微泡释药速率增加，体外施加超声可加速药物
释放。结论 考察了不同条件对微泡体外释放的影响，为载药微泡的应用奠定了基础。
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In Vitro Release Characteristics of Vincristine Sulfate Microbubbles
LING Xu1，2，ZHANG Liang-ke1，2* ，YUAN Pei1，LI Pan3，RAN Hai-tao3
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Chongqing 400016，China; 3． Institute of Ultrasound Imaging，Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical
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Abstract: Objective To study in vitro release characteristics of vincristine sulfate microbubbles．Methods A water － in － oil － in
－ water double － emulsion /solvent evaporation method was used to prepare microbubbles． Ultraviolet spectrophotometry was ap-
plied to determine the entrapment efficiency of microbubbles，and particle size，zeta potential were measured by malvern laser parti-
cle size measuring instrument． The effect of different molecular weight of PLGA，different ratio of PLGA∶ PEG and ultrasound on
the in vitro release characteristics of microbubbles were studied． Results The mean diameter of acquired microbubbles was 1． 27
μm． The drug entrapment efficiency was ( 37． 63 ± 0． 61) % and zeta potential was － 24． 88 mV． With the use of low weight
PLGA，increased ratio of PLGA － PEG and the use of utrosonic，the drug release of microbubbles increased． Conclusion The
effect of different conditions on the release of microbubbles in vitro was studied and the foundation for the application of drug －
loaded microbubbles was laid．
Key words: Vincristine; Microbubble; In vitro release

长春新碱( Vincristine，VCR) 是提取自夹竹桃科植物长春花
的一种生物碱，临床用于治疗神经细胞瘤等。由于具有明显的剂
量限制性神经毒性，全身给药常引起毒副反应，大大限制其临床
应用［1］。微泡通常是指直径为 100 μm以下的有壳微气泡，微泡
壳厚 1 ～ 500 nm，壳体材料多为白蛋白、聚合物等，泡内气体通常
是 CO2、氟碳气等

［2］。
本文以乳酸 －乙醇酸共聚物［Poly( lactide － co － glycolide) ，

PLGA］和聚乳酸 －乙醇酸 －聚乙二醇共聚物( PLGA － PEG) 为膜
材，采用复乳 －溶剂挥干法制备载 VCR 聚乳酸 －乙醇酸 －聚乙
二醇共聚物微泡( Vincristine － loaded PLGA － PEG Microbubbles，
VCR － PLGA － PEG － MB) ，并考察了不同 PLGA分子量，PLGA －
PEG加入比例，外加超声等因素对其体外释药的影响，为载药聚

合物微泡的应用奠定基础。
1 材料与仪器
1． 1 试剂与动物 PLGA［LA /GA = 50∶ 50，Mw = 20 kDa( 或 40
kDa，山东医疗器械研究所］，PLGA － PEG( PEG: Mw = 2000，PL-
GA: Mw = 20 k Da，山东岱罡化学试剂厂) ，VCR( 批号 021001，
纯度 98． 9%，广州环叶制药有限公司) ，聚乙烯醇( Polyvinyl Alco-
hol，PVA，日本可乐丽公司) ，Span 80 ( 上海申宇医药化工有限公
司) ，D －葡萄糖( AR，上海楷洋生物技术有限公司) ，氟碳气( 重
庆医科大学附二院超研所提供) ，速眠新Ⅱ ( 吉兽药［2004］
005013，军事医学科学院军事兽医研究所) ，其余试剂均为分析
纯。新西兰大白兔( 雄性，体质量为 2． 0 ～ 3． 0 kg，重庆医科大学
实验动物中心) 。
1． 2 仪器 Sartorius A200s分析天平，Sonics VCX750 超声波细胞
破碎仪，Olympus TH － 200 光学显微镜，旋转蒸发器( RE － 52
AA，上海亚荣生化仪器厂) ，Malvern Zetasizer Nano ZS90 激光粒
径分析仪，Christ Alpha 1 － 2 LD冷冻干燥机，UGT1025 超声转染
仪( 重庆医科大学附二院超研所自制) 。
2 方法与结果
2． 1 VCR － PLGA － PEG － MB的制备及相关性质
2． 1． 1 VCR － PLGA － PEG － MB 的制备 采用复乳 －溶剂挥干
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法制备微泡。精密称取 2． 0 mg VCR，PBS 溶解作内水相( W1 ) ，
适量 PLGA或 PLGA － PEG、Span 80 溶于 2． 0 ml二氯甲烷作油相
( O) ，混合 W1 和 O，冰浴探头超声 10 s，得初乳( W/O) ; 配制 1%
PVA水溶液作外水相( W2) ，将 W2 加入初乳中，超声 10 s 形成
复乳( W/O /W) 。旋转蒸发挥干二氯甲烷，离心 10 min( 3 000 r /
min) ，沉积物用蒸馏水洗涤两次。冷冻干燥，真空下充入氟碳气
体，得 VCR － PLGA － PEG － MB。
2． 1． 2 VCR － PLGA － PEG － MB的粒径分析 采用 Malvern 激光
粒径测量仪测定其粒径分布及 Zeta 电位，VCR － PLGA － PEG －
MB平均粒径为 1． 27 μm，Zeta电位为 － 24． 88 mV。
2． 1． 3 VCR － PLGA － PEG － MB 包封率的测定 采用紫外分光
光度法测定包封率。经紫外扫描，确定 VCR 的最大吸收波长为
296 nm，相关辅料在此波长处不干扰测定。以二氯甲烷和甲醇混
合溶剂( 3∶ 1，V /V) 溶解微泡，测定微泡中包裹的 VCR 含量。按
下述公式计算包封率。包封率 ( % ) = 微泡载带的 VCR 重量 /
投药量 × 100%。制备三批 VCR － PLGA － PEG － MB，测定其包
封率为( 37． 63 ± 0． 61) %。
2． 2 体外释放实验
2． 2． 1 体外释放实验 精密称取适量 VCR － PLGA － PEG － MB，
装入透析袋中，置于装有 20． 0 ml PBS 的具塞瓶中。恒温( 37 ±
0． 5) ℃水浴振荡( 70 ± 5) r /min，在预定的时间里取样 5． 0 ml，微
孔滤膜过滤，测定吸光度 A值，代入标准曲线方程计算累积释放
率，同时补充等量 PBS。
2． 2． 2 标准曲线绘制 精密称取 VCR 10． 0 mg，PBS配制成 40． 0
μg·ml －1的 VCR母液。分别配制成 2． 0，4． 0，8． 0，10． 0，20． 0 μg
·ml －1系列工作溶液，在 296 nm 测定吸光度 A，以吸光度( A) 对
浓度( C) 进行线性回归，得回归方程: A = 0． 015 7C － 0． 000 7，r =
0． 999 7 。VCR在 2． 00 ～ 20． 00 μg ·ml －1浓度范围内，吸光度与
药物浓度呈良好的线性关系，辅料不干扰 VCR的测定。
2． 2． 3 不同分子量聚合物体外释药行为比较 采用 2 万和 4 万
分子量 PLGA各制备 3 批样品，进行体外释放实验。由图 1 可
知，VCR在 2 h内基本释放完全，以 20 kDa PLGA 为膜材制备微
泡的累积百分释放在 20 d 基本释放完全，而以 40 kDa PLGA 为
膜材制备微泡的累积百分释放在 30 d 基本释放完全，原因可能
是 20 kDa PLGA分子量较小，其在体外溶蚀速度较快，从而释药
的速率较快。

图 1 不同分子量 PLGA对微泡药物释放影响

2． 2． 4 PLGA － PEG 加入比例对 VCR － PLGA － PEG － MB 体外
释药行为影响 分别制备 PLGA∶ PLGA － PEG为 1∶ 2，2∶ 1，1∶
1 的 VCR － PLGA － PEG － MB进行体外释药研究。由图 2 可知，
不同 PLGA: PEG比例对药物累积释放有一定影响，其中 PLGA∶
PEG为 1∶ 2 时释放速度最快，释放 16 天后能达到 90%左右，而
PLGA∶ PEG为 2∶ 1 时释放速度最慢，释放 16 d 后能达到 80%
左右。PLGA － PEG在微泡中的含量增加会增加微泡的亲水性，
从而增加药物的释放速度。
2． 2． 5 体外施加超声对 VCR － PLGA － PEG － MB释药行为影响
精密称取适量 VCR － PLGA － PEG － MB ，分散于透析袋中，将超
声基因转染治疗仪探头紧贴透析袋( 设置功率为 2． 0 W/cm2，频

率 300 kHz) 。开启仪器，在预定的时间里取样 5． 0 ml，补充 37℃
相同体积的释放介质，微孔滤膜过滤，测定吸光度 A值，代入标准
曲线方程计算累积释放率，同时补充等量 PBS。。
由图 3 可知，施加超声的 VCR － PLGA － PEG － MB在 60 min

累积药物释放能达到 80%以上，而未加超声组累积药物释放在
30%左右，VCR － PLGA － PEG － MB在超声作用下释药速率明显
加快。

图 2 不同 PLGA∶ PEG比例对微泡药物释放影响

图 3 超声下 VCR － PLGA － PEG － MB的药物释放

3 讨论
超声造影是近年随着超声造影剂制备技术和图像显影技术

的不断完善逐步发展起来的新技术。超声微泡造影剂多为内含
气体的微气泡，填充气体可为 CO2、空气或大分子惰性气体( 如氟
碳气体) 等; 其成膜材料有磷脂类化合物、白蛋白、糖类、非离子
表面活性剂、可生物降解的高分子聚合物等。氟碳气体分子量较
大、溶解度和弥散度较低，是较优良的填充气体。天然或合成的
高分子聚合物制备的超声微泡抗压性和稳定性高，其中使用较广
泛、研究较多的是高分子聚合物 PLGA，PLGA 生物相容性好，降
解产物无毒，分子结构中无肽链，无免疫原性［3 ～ 7］。
近年来的研究表明超声微泡在携带药物与基因进行靶向给

药方面具有重要的临床应用价值。其作用机制是超声微泡内含
的微小气泡( 空化核) 在超声波作用下产生振荡、扩大、收缩至内
爆等一系列动力学效应，即空化效应，增加超声照射下的空化效
应，对细胞产生短暂可逆的“声孔作用”，使细胞膜通透性短暂的
增加，从而药物或治疗基因能够进入到细胞内［8，9］。
本文实验结果表明添加了 PLGA － PEG 的微泡释放速度增

加，可能是微泡表面被柔顺而亲水的 PEG 链部分覆盖，极性基
PEG增强了 VCR － PLGA － PEG － MB的亲水性，在释放过程中聚
合物更易溶蚀，从而加快释放。添加了 PLGA － PEG 的微泡有明
显的突释现象［10］，且随 PLGA － PEG的添加量增加，突释量增加，
可能是部分药物包裹于 VCR － PLGA － PEG － MB的 PEG 亲水层
或 VCR － PLGA － PEG － MB 的外部近表面部分。突释之后的缓
慢释放主要是由于膜材的缓慢降解速率造成的。VCR － PLGA －
PEG － MB的药物突释可弥补 PLGA膜微泡释药速率过于缓慢的
不足，在较短时间内达到有效药物浓度。
对微泡施加超声影响后，药物释放速度加快，可能是在超声

波作用下，释放介质很快地渗透到微泡中，药物释放加快，另一方
面可能是由于超声空化和声孔作用使部分微泡破裂，基质的溶蚀
加快，包裹的药物较快释放。
本文采用聚乳酸 －乙醇酸 －聚乙二醇共聚物( PLGA － PEG)
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制备的微泡，其表面被柔顺而亲水的 PEG链部分覆盖，极性 PEG
增强微泡的亲水性，减少血浆蛋白与微泡膜的相互作用，降低被
巨噬细胞吞噬的可能，延长在循环系统的滞留时间。
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木紫珠化学成分研究
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摘要: 从木紫珠 Callicarpa arborea Roxb．乙醇提取物中分离鉴定了 12 个化合物: antiarol rutinoside ( 1) 、kelampayosides A
( 2) 、地黄苷( 3) 、异地黄苷( 4) 、lirioresinol B ( 5) 、丁香酸( 6) 、antiaiol ( 7) 、桦木醇( 8) 、乌苏酸( 9) 、叶黄素( 10) 、谷甾醇
( 11) 、胡萝卜苷( 12) 。以上化合物均为首次从该植物中分离得到。
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Chemical Constituents of Callicarpa arborea Roxb．
WANG Yu-mei1，2，WANG Fei 2，XIAO Huai 1*

( 1． College of Pharmacology，Dali University，Dali 671000，China; 2． Kunming Xili Bio － tech Co．，Ltd，Kun-
ming 650204，China)
Abstract: Twelve known compounds were obtained from the EtOH extract of the twigs and leaves of Callicarpa arborea Roxb． ．
Based on extensive spectroscopic analysis，their structures were identified as: antiarol rutinoside ( 1) ，kelampayosides A ( 2) ，mar-
tynoside ( 3) ，isomartynoside ( 4) ，lirioresinol B ( 5) ，syringic acid ( 6) ，antiaiol ( 7) ，betulin ( 8) ，ursolic acid ( 9) ，lutein ( 10) ，
sitosterol ( 11) and daucosterol ( 12) ． All compounds were obtained from this plant for the first time．
Key words: Callicarpa L． ; Callicarpa arborea Roxb． ; Phenolic glycosides; Phenylpropanoid glycosides; Lignans

木紫珠 Callicarpa arborea Roxb． 为马鞭草科紫珠属植物，主
要分布在我国广西、云南南部和西藏东南部，尼泊尔、印度、孟加
拉、缅甸等国也有分布。该植物根、叶具有清热解毒、散淤止血、
消肿止痛等功效，用于治疗衄血，咯血，胃肠道出血，妇女崩漏，外
伤出血，咽喉肿痛，跌打肿痛，风湿骨痛，烧伤等［1］。经相关数据
库检索发现，国内外对木紫珠化学成分研究的报道较少。为了更

深入地了解木紫珠中的化学成分，我们对其地上部分进行了化学
成分研究，运用各种化学分离手段从木紫珠 95%醇提物中共分
得 12 个化合物，分别为: antiarol rutinoside ( 1 ) 、kelampayosides A
( 2) 、地黄苷( 3) 、异地黄苷( 4) 、lirioresinol B ( 5) 、丁香酸( 6) 、an-
tiaiol ( 7) 、桦木醇( 8) 、乌苏酸( 9) 、叶黄素( 10) 、谷甾醇( 11) 、胡
萝卜苷( 12) 。以上化合物均为首次从该植物中分离得到。
1 仪器和材料

UV210A型紫外可见光分度计; Bruker AV － 400 和 DRX － 500
核磁共振光谱仪。柱色谱硅胶( 200 ～ 300 目) 和薄层色谱硅胶
GF254( 青岛美高集团有限公司) ; 反相填充材料 Rp － 18 ( 40 － 75
μm，日本 Fuji公司) ; 凝胶为 Sephadex LH － 20 ( Amersham Biosci-
ences，Sweden) ; 显色剂为 10%的 H2SO4 /EtOH溶液。木紫珠采集
于云南河口，由中国科学院昆明植物研究所陈愈老师鉴定。
2 方法与结果
2． 1 提取与分离 干燥木紫珠根茎部分 6． 5 kg，粉碎后用工业乙
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